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في قابلية التجمية لةى ثيران  Trisمخفف  إلىالانزيمية وغير الانزيمية  كسدة بعض مضادات الأ إضافةتاثير 

 بعة مةد مختلفة من الحفظ  بالتجميةالهولشتاين 
 2لطيف ، وفاء يةامو  2التميمي، باسمة عبة رجب و  2فارس فيصلبراهيم ، إو   9عمر حدين  ،الزيةيو  1عيةان، ساجة  مهةي 

 ، العراق.وزارة الزراعة ،دائرة الثروة الحيوانية ،قسم التلقيح الاصطناعي 2 ،جامعة بغداد ،كلية الزراعة ،قسم الثروة الحيوانية 1

dr_staaa@yahoo.commail: -E 

  2015/2/17مقبول للنشر في:

 الخلاصة

 إلىالانزيمية )الكاتليز( والكلوتاثيون المختزل وخليطهما  كسدةبعض مضادات الأ إضافةن تأثير أجريت هذه الدراسة بهدف بيا     

في قابلية التجميد لثيران الهولشتاين بعد الحفظ بالتجميد لمدد مختلفة. استعمل في هذه الدراسة سبعة ثيران هولشتاين Tris مخفف 

السائل  جُمع/اسبوع. مهبل الاصطناعي بواقع قذفة واحدة/ثوروساطة السنة. جمع السائل المنوي ب 3–2.5بأعمار تتراوح بين 

. عدت Trisمخفف  إستعماللى المعاملات المختلفة وببالتساوي ع قسُم  ( وPooled semenالمنوي الطازج للثيران جميعها )

 100بتركيز  للمعاملة الثالثةالكلوتاثيون المختزل و للمعاملة الثانيةضيف انزيم الكاتليز أفي حين  كمجموعة سيطرة ولىالمعاملة الأ

وعلى التوالي، فضلاً عن توليفتهما وللتراكيز نفسها المذكورة للمركبين  Trisمخفف  إلىمل ملي مول/ 0.2مل ووحدة دولية/

 48تجميد بعد  ،حفظ زمنية مختلفة ميد السائل المنوي خلال مددجضافات في قابلية تتاثير هذه الإأجريت دراسة . للمعاملة الرابعة

زيادة  إلىدت أ الثانية عاملةلمافي  Trisمخفف  إلىانزيم الكاتليز  إضافة أن  ظهرت النتائج أساعة وشهر وشهرين وثلاثة اشهر. 

 إضافةت د  أ. كذلك ( في قابلية التجميد وطيلة مدد الخزن المدروسة مقارنةً بمجموعة السيطرةP<0.01) عند مستوى معنوية

بمجموعة قابلية التجميد لكافة مدد الحفظ المدروسة مقارنةً في ( P<0.01زيادة ) إلى الثالثة عاملةلمافي زل الكلوتاثيون المخت

( في P<0.01) زيادة عالية المعنوية إلى الرابعة عاملةلمافي الكاتليز والكلوتاثيون المختزل  خليط انزيم إضافةت د  أكما  .السيطرة

بعض  إضافة أن  الدراسة من هذه ستنتج ن. تجميد المختلفةخلال مدد الحفظ بال السيطرة مجموعةبية لقابلية التجميد مقارنةً النسبة المئو

لمنوي لثيران تحسين قابلية تجميد السائل ا إلىالانزيمية )الكاتليز( والكلوتاثيون المختزل وخليطهما ادت  كسدةمضادات الأ

 بقار ومن ثم زيادة العائد الاقتصادي للمربي.لدى الأالهولشتاين أوقد يسهم في زيادة نسبة الخصوبة 

 .، قابلية التجمية، الثيرانTrisالكلمات المفتاحية: الكاتليز، الكلوتاثيون المختزل، مخفف 

------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 

 المقةمة

 Semenظ السائل المنوي بالتجميد )ف  حُ       

cryopreservation كثر من نصف قرن لأغراض أ( منذ

(. 1التلقيح الاصطناعي الذي أصبح واسع الانتشار في العالم )

 وترتبط عملية الحفظ بالتجميد في  معظم اللبائن ومنها الثيران

 Reactive oxygen) بإنتاج أنواع الاوكسجين الفعالة

species, ROS الدهون  أكسدة( الذي له دور كبير في

(Lipid peroxidation, LPO) ،فضلاً عن   لأغشية النطفة

، الامر الذي ينعكس سلبا على انخفاض تحطم المادة الوراثية

حركة النطف  وحيويتها وقابليتها على التجميد وقابليتها على 

لمستمر لأنواع كما أن التحرر ا (.4-2الاخصاب في الثيران )

وكذلك  الاوكسجين الفعالة من النطف المشوهة وغير الناضجة

سالة السائل المنوي والتي غالباً ما إالناتج من عمليات تجميد و

في خلية النطفة   كسدةيرافقها انخفاض تركيز مضادات الأ

والبلازما المنوية  وأحداث الاجهاد التأكسدي على النطفة 

(5.) 

لة من مضادات لثيران على كميات قليتحتوي نطف ا      

لهذه المضادات هي  المصدر الرئيسالداخلية و كسدةالأ

( التي تحتوي على بعض المضادات 6البلازما المنوية )

و  Catalaseو  Superoxide dismutaseالانزيمية مثل

Glutathione reductase (GSHو )Glutathione 

peroxidase (GSH-Pxفضلاً عن  كميات ق ) ليلة من

غشية أخرى، تحتوي أ(. من ناحية 7و 5) Eو Cفيتامين 

حماض الدهنية ي اللبائن على كميات كبيرة من الأالنطف ف

 Polyunsaturated fatty acidsالمتعددة غير المشبعة )

PUFAأداءً (، وهي تؤدي 8) كسدةثر المضاد للأ( ذات الأ

لنطف لدى في تنظيم سيولة غشاء الخلية وعملية تكوين ا اً مهم

 (. 11- 9الرجال والثيران والخيول والخنازير  )

( أحد الأنظمة الأنزيمية Catalaseيعد أنزيم الكاتليز )     

بلازم النطفة والبلازما المنوية الدفاعية الموجودة في سايتو

الذي يؤدي دوراً كبيراً في حماية النطف من ضرر أنواع 

او تقليل تراكيز الأوكسجين الفعالة، أذ يعمل على إزالة 

اوكسجين وماء  إلى( وتحويله 2O2Hبيروكسيد الهيدروجين )

تراكيز مختلفة من أنزيم  إضافة(. وقد لوحظ أن 11و 12)

انخفاض تركيز المالون  إلىمخفف السترات أدت  إلىالكاتليز 

( في البلازما المنوية Malondialdehydeداي الديهايد )

 (.14لثيران )وزيادة  حركة وحيوية النطف لدى ا

في حين وجد ان الكلوتاثيون يوفر وسيلة دفاع خلوية       

للنطفة ضد الاجهاد التأكسدي خلال عمليات تجميد واسالة 

(، أذ ينخفض مستواه 15السائل المنوي لدى ثيران الجاموس )

(. وقد أدت 6بشكل واضح خلال عمليات الحفظ بالتجميد )

تحسن حركة النطف  لىإ Trisمخفف  إلىالكلوتاثيون  إضافة

وحيويتها وسلامة الغشاء البلازمي والاكروسوم لدى الثيران 

( تأثيرا 18)Rastegarnia لم يجد  في حين(، 11-17)

الكلوتاثيون على نوعية النطف بعد الحفظ  ضافةواضحاً لإ

ن أي تحسن إفضلاً عن ذلك،  فبالتجميد لدى ثيران الجاموس، 

تجميد يجب أن يرافقها في خصوبة النطف بعد حفظها بال

مخففات السائل  إلى كسدةأنواع مختلفة من مضادات الأ إضافة

هذه المضادات  إضافة أن  (. كما وجد حديثاً 19المنوي )

( تحسن خصائص النطف لدى Combinations) توليفاتك

بعض  ضافة(. وقد جرت عدة محاولات لإ21و 22) ذكورال

 إلىنفاً آمية المذكورة نزيمية وغير الأنزيالأ كسدةمضادات الأ

الا ان نتائجها كانت  اً مخففات السائل المنوي للثيران فردي

فضل أحديد افضل نوع  ومستوى لها يحقق متباينة في ت

 إلىخصائص للنطف بعد الحفظ بالتجميد. ولم تتطرق 

كسدة الأنزيمية لدى استعمال توليفات مختلفة من مضادات الأ

على مستوى العالم في  ولىتعد الأن دراستنا الحالية إالثيران و
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جريت هذه الدراسة ألمجال، وبناءً على ما تقدم، فقد هذا ا

الأنزيمية مثل أنزيم  كسدةمضادات الأ إضافةلمعرفة تاثير 

في قابلية  Trisمخفف  إلى الكاتليز والكلوتاثيون وخليطهما

لدى ثيران الهولشتاين بعد حفظه بالتجميد لمدد  التجميد

 مختلفة.

 مواد وطرائق العمللا

التلقيح الاصطناعي التابع  أجريت هذه الدراسة في مركز     

وزارة  غريب/ روة الحيوانية في منطقة ابيلدائرة  خدمات الث

 2212تشرين الاول  بغداد( للمدة منغرب  كم 21) الزراعة

هذه التجربة سبع ثيران  استعمل في .2211آيار وحتى

ائل المنوي بطريقة المهبل هولشتاين ومدربة على جمع الس

ات وبوزن سنو3 -2.1تراوحت اعمارها بين ناعي الاصط

كانت جميع الثيران بصحة  ثور.كغم/ 012-122جسم يتراوح 

 .جيدة وخالية من الأمراض وخاضعة للإشراف البيطري

عليقة بحد خضعت  جميع  الحيوانات  لنظام  غذائي  موو

ن خام سبة بروتيحيوان وبنمركز/ كغم علف 4مركزة بمقدار

دريس  الجت  فضلاً عنكيلوسعرة كغم  1121وطاقة  11%

يومياً والعلف الاخضر كغم/حيوان/ 9-7تتراوح بين بكمية 

كما استعمل الماء  الصالح   يومياً.كغم/حيوان/ 60 -50بواقع  

 للشرب  طيلة  مدة  التجربة. 

بل  المهالسائل  المنوي  من  الثيران  بوساطة    ع  م  جُ       

 قذفة/ ثور/ 1 وبواقع (Artificial Vaginalالاصطناعي )

التجربتين  مدة فيالقذفات  التي  جمعت  عدد بلغ و ،أسبوع

مل من  1 ذ  خ  أُ  .ثور للتجربة الواحدةقذفة/14 بمعدل قذفة و 98

 pooledثور لعمل تجميع السائل المنوي السائل المنوي/

semen))  يتجرأُ  ،الثيرانلغرض ازالة الفروق الفردية بين  

الطازج )حجم   السائل المنوي زمة لتقييمالفحوصات اللا

 الحركة، وتركيز النطف في القذفةو PHوالاس الهيدروجين 

على  بالتساويثم تقسيمه الجماعية والحركة الفردية( ومن 

مخفف  التجربة الواحدة باستخدام  المعاملات المختلفة في

Tris وقد  ،للثيران جميعها المنوي مع السائل. جُ قاً ابالمعد س

م   ت  د  عُ . Trisبمخففات مجاميع بعد تخفيفه  أربع على قسُ 

فلم    والتي(  B1سيطرة  )ولى مجموعة المجموعة  الأ  تضُ 

السائل  الحاوي على   Trisمخفف   إلىي مادة  أ فيها

 الكاتليز وحدة دولية من انزيم 122 فيضأ. في حين المنوي

(Catalase, SIGMA-ALDRICH, USA )مخفف   إلى

Tris ( لدى المعاملة الثانيةB2.) ( أما المعاملة الثالثةB3 )

 Glutathione)الكلوتاثيون من مليمول 0.2 فيضأفقد 

(reduced), SCHUCHARDT MUNCHEN, 

Germany) مخفف   إلىTris خليط  من   فيضأ. في حين

المعاملة   في Trisمخفف  إلىوالكلوتاثيون  انزيم الكا تليز

 ( وبالتراكيز نفسها  في المعاملة الثانية والثالثة.B4)الرابعة 

أسابيع وبواقع   سبعة مدةالجمع  عمليات أستمرت وقد

فحوصات  يتجرأُ . ولتجربةلقذفة    44بمعدل اسبوع و/قذفة

ساعة  41السائل المنوي لكل معاملة عند التبريد والتجميد 

والتي سيتم  لتجميدوالشهر الاول والثاني والثالث من الحفظ  با

 Trisمخفف  ر ض  حُ . وقد لتطرق لها لأحقاً بشي من التفصيلا

 رتد  قُ و .Maxwell (22)و  Salamonحسب  طريقة   

( للوقوف على 21) Nathو  Pattلطريقة  قابلية التجميد وفقا

 بالتجميد الحفظ  بعد  المنوي   السائل  صفات  صفة من 

 

  بتس  حُ وخصائصه الفسلجية على  لمحافظةا على وهي قابليتها

 :كما  في المعادلة الآتية

 ندبة الحركسة الفردية للدائل المجمة بعة الاسالة                              
                                                  922×  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ ( =% (قابلية التجمية

 ندبة الحركسة الفردية للدائل الطازج              

(  في  التحليل  الإحصائي 24)  SASاستعمل  البرنامج       

(  لدراسة  تأثير  CRDوفق  التصميم  العشوائي  الكامل  )

وقورنت الفروق المدروسة  ةالصف العوامل المختلفة في

( متعدد 21) Duncanالمعنوية بين المتوسطات باختبار 

التحليل  في SAS (2010 )البرنامج  كما استعمل الحدود. 

الانموذج   حصائي على وفق النماذج الرياضية الاتية.الإ

سة  عن  تأثيرات  المعاملات  المدروالرياضي الأول: للتحري 

 .في قابلية التجميد  ولكل وقت
 ij+ ei+T𝝁= ijY                                                                                                         :إن ذإ

Yij  :للمعاملة العائة  المشاهة  قيمة i. 

µ :المتوسط العام للصفة     . 

ijT :المعامل تأثير i. 

Ti :المعاملة تباين. 

eij :ينوتبا صفر يداوي بمتوسط طبيعيا   توزيعا   يتوزع الذي العشوائي الخطأ 

 .2eб قةره

 .للتحري عن تأثير الاوقات المةروسة ولكل معاملة :الثانيالانموذج الرياضي 

 

Yij = 𝝁 + Pi + eij                                                                إن ذإ:  

Yij :  قيمة المشاهةj العائة  للمعاملة i. 

µ :للصفة العام المتوسط      . 

:Pi التجمية من المختلفة أوقات تأثير.  

Ti :تباين المعاملة. 

ije :وتباين صفر يداوي بمتوسط طبيعيا   توزيعا   يتوزع الذي العشوائي الخطأ 

 .2eб قةره

 

 النتائج والمناقشة

تجميد  النطف   ية زيادة  قابل إلىالمختلفة أدت المعاملات       

احل خلال جميع المر (P<0.01)المعنوية  زدياداً عاليا

ساعة  والشهر الاول والثاني والثالث من الحفظ  41التجربة )

وحدة  122. وقد سجلت المعاملة ( 2و  1،بالتجميد( )شكل

خلال  جميع تجميد قابلية  أعلى (B2) دولية من أنزيم الكاتليز

 .(1 ،جدولو 2و1 ،)شكل B4تلتها المعاملة مدد الحفظ 

 P<0.01)ية ( وجود فروق معنو1 ،جدولأوضحت النتائج )

ت المختلفة للمعاملا الحفظ بالتجميد ( بين مددP<0.05و

نخفاض حسابي واضح لهذه اربعة قيد الدراسة مع وجود الأ

الصفة بعد الشهر الثالث من الحفظ بالتجميد في المعاملة 

B1(43.58  ±5.12 % وكذلك تفوق مدة )ساعة من  48

ن المعاملات الحفظ بالتجميد على بقية مدد الحفظ بالتجميد ضم

B1 وB2 .سبب تفوق المعاملة المضاف لها الكاتليز  ن  وإ

(B2 ربما يعود ) وكونه   كسدةانزيم الكاتليز كمانع للأأثر إلى

الخلايا ضد أنواع الاوكسجين  الخط الدفاعي الاول في

ة واحدة من أنزيم ئين جزإذ إ، (26التفاعلي والجذور الحرة )

  2O2Hمليون جزئية  من  2 الكاتليز لها القدرة على تفكيك

دوره في الحد من نشاط أنزيم  في الدقيقة  الواحدة فضلاً عن

NADPH Oxidase   2مما يقلل من أنتاج جذر
-.O  (27-

من ناحية أخرى، وجد ان فعالية انزيم الكاتليز تعتمد  .(30

ذ إفي الغشاء البلازمي للنطفة   NADPHعلى فعالية مركب

ية نفسه من حدوث عدم الفعالية ومن مايرتبط هذا الانزيم لح

 .(13زيادة فعاليته داخل خلية النطف ) ثم
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 في  Trisأنزيم الكاتليز والكلوتاثيون المختزل وخليطهما في مخفف  إضافةتاثير : 1 ،شكل

المتوسطات التي تحمل  .(a) ساعة 48 قابلية التجمية )%( لةى ثيران الهولشتاين بعة

: مجموعة B1: ( بين المعاملاتP<0.01) وجود فروق معنوية إلىلفة تشير حروفا مخت

: CAT ،B3وحة  دولية انزيم  Tris  +922: مخفف B2، (Trisالديطر  )مخفف 

 CAT+2وحة  دولية انزيم Tris   100+: مخفف GSH،  B4 مليمول Tris+2مخفف 

   GSH. مليمول 

 

 المختزلة بصورته  المنوي السائل في الكلوتاثيون يوجد     

(GSH )المؤكسدة صورته من أكبر بكمية (GSSG )ويعمل 

                      (Aerobic الهوائي السكري التحلل عمليات تحفيز على

glycolysis )يعود الايض تنظيم في دوره نإو البربخ في 

 دوراً  الكلوتاثيون يلعب(. 31) الكبريت مجموعة لامتلاكه

 (Glutathione peroxidase زيماتان لعمل مساعد كعامل

-Glutahione Sو Glutathione reductaseو

(transferas للكلوتاثيون والاختزال كسدةالأ نظام في 

 الكلوتاثيون معاملة تفوق سبب أن(. 32) النطف في الموجود

 من يعد الكلوتاثيون ن  أ إلى يعود ربما السيطرة مجموعة على

 نواعأو الحرة الجذور تكون ضد للدفاع الاول المستوى

 البيولوجية فعاليته في الاساسية ذإ ،(33) الفعالة الاوكسجين

  الكبريتية المجموعة هذه وتتفاعل(. 35و 34( )والكيموحيوية

2و 2O2H مثل الحرة الجذور من عدد مع مباشر بشكل
-.O 

 الكلوتاثيون يعد وبذلك الهيدروبيركسيدات وجذور *OHو

 أو (.36-38) الحرة للجذور( Scavenger) كاسحاً  المختزل

  التأثير  في  المختزل  الكلوتاثيون قابلية إلى السبب يعود ربما

 عمليات عن الناتجة السمية إزالة خلال من الخلية أيض على

 الدهنية الأغشية حماية في لدوره أو(. 14) النطف أيض

 في كسدةالأ جهد ضرر من النووية حماضوالأ والبروتينات

( B1) على( B4) الخليط معاملة تفوق سبب أن .(30) النطف

 ضد الاول الدفاع مستوى من مركبين فراتو إلى يعود ربما

 التفاعلي الاوكسجين أنواع تكون أو الحرة الجذور تكون

 الناتجة كسدةالأ جهد ررض من  كافية حماية فرون أي ،(33)

 لكل نفاً آ ذكره تم والذي سالةوالإ والتجميد التبريد جراء من

 التجميد قابلية زيادة من ثمُ  و المختزل والكلوتاثيون الكاتليز من

 أنزيم استعمال بإمكانية الاستنتاج يمكن. المنوي للسائل

 صفات تحسين في وخليطهما المختزل والكلوتاثيون لكاتليزا

 زيادة على ينعكس مما بالتجميد الحفظ بعد المنوي السائل

 توصي وكذلك. أصطناعياً  الملقحة الابقار لدى الخصوبة نسبة

 كسدةللأ مضاد مركب أكثرمن استعمال امكانية الدراسة هذه

 وحسب بالتجميد الحفظ بعد المنوي السائل صفات تحسين في

 .المحلية الاسواق في توفرها

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Tris مخفف   أنزيم الكاتليزوالكلوتاثيون المختزل وخليطهما في إضافةتاثير  :2 ،شكل

الحفظ   من (d) وثلاثة أشهر (c) بعة شهرين الهولشتاين ثيران لةى )%( قابلية التجمية

( P<0.01) وجود فروق معنوية إلىالمتوسطات التي تحمل حروفا مختلفة تشير  .بالتجمية

وحة   Tris+922: مخفف B2، (Trisمجموعة الديطر  )مخفف  :B1: بين المعاملات

 Tris   100+: مخففGSH،  B4 مليمولTris+ 2: مخفف CAT ،B3دولية انزيم 

GSH.                           مليمول  CAT+2وحة  دولية انزيم

 

فظ  بالتجمية بعة مةد مختلفة من الحفي قابلية التجمية )%( لةى ثيران الهولشتاين  Trisمخفف  إلىأنزيم الكاتليزوالكلوتاثيون المختزل وخليطهما  إضافةتاثير : 9 ،جةول

 .(الخطأ القياسي± )المتوسط  

 بعة الشهر الثالث مدتوى المعنوية

 من الحفظ بالتجمية

 بعة الشهر الثاني

 من الحفظ بالتجمية

 بعة الشهر الاول

 من الحفظ بالتجمية

 ساعة   48بعة 

 من الحفظ بالتجمية

 الفتر           

 المعاملة         

 

P < 0.01 

5.12±43.58 

B b 

4.94±46.47 

B b 

5.16±50.65 

B b 

2.70±68.36 

A b 

 

B1 

 

P < 0.01 

1.70±71.83 

B a 

1.70±71.83 

B a 

2.44±72.92 

B a 

1.50±80.11 

A a 

 

B2 

 

P < 0.01 

2.73±66.36 

B a 

3.13±69.95 

AB a 

3.37±70.97 

AB a 

2.28±77.29 

A a 

 

B3 

 

P < 0.05 

3.25±66.79 

B a 

3.25±66.79 

B a 

2.93±72.78 

AB a 

2.02±78.72 

A a 

 

B4 

( ،والمتوسطات التي تحمل حروفا كسبير  ضمن الدطر الواحة تشير للمقارنة بين المةد P<0.01المتوسطات التي تحمل حروفا  صغير  ضمن العمود الواحة تشير للمقارنة بين المعاملات )

 (.P<0.01المختلفة ضمن المعاملة الواحة  )
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Summary 

     This study was conducted to explore the adding effect of enzymatic antioxidants Catalase, and 

glutathione reduced and their combinations to Tris extender on freezing ability of Holstein bulls for 

different periods. Seven Holstein bulls of 2.5-3 years old were used in this study. Semen was 

collected via artificial vagina at once ejaculate/ bull/ week. The fresh semen was pooled and then 

equally divided for various treatments within each experiment using Tris extender. The first 

experiment was considered as control group. In the second experiment, catalase was added and in 

the third experiment, glutathione reduced were added separately with the concentrations of 100 IU 

and 0.2 mM/ml, respectively and as binary combinations of them using similar singular 

concentrations in fourth experiment. The effect of these adding on freezing ability of Holstein bulls 

on different cryopreservation periods after 48 Hrs., 1, 2 and 3  months were studied. The results 

showed that in the second experiment where Catalase added exhibited highly (P<0.01) freezing 

ability percentage and during all preservation periods in compared with control group. In third 

experiment, addition of glutathione reduced to Tris extender has improved (P<0.01) in freezing 

ability during the whole preservation periods in comparison with control group. Considerable 

increasing (P<0.01) in freezing ability percentage was observed in fourth experiment following 

addition the combinations of Catalase, and glutathione reduced to Tris extender during all 

cryopreservation periods in comparison with control group. In conclusion of this study, the addition 

of some enzymatic antioxidants Catalase and glutathione reduced and their combinations led to 

improved freezing ability of Holstein bulls during different cryopreservation periods, or may lead to 

increase the fertility rate among the cows and then increase the economic return for owners. 

Keywords: Catalase, Glutathione reduce, Tris extender, Freeze ability, Bulls. 
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